283 352 B6

CZ

PATENTOVY SPIS

(19) (21) &islo pfihladky: 1613-94
CESKA (22) Pfihladeno: 01. 07. 94
REPUBLIKA

{30) Pravo pfednosti:

(40) Zvefejnéno: 18. 01. 95
(Véstnik &. 1/95)

(47) Udé&leno: 12. 01. 98

(Véstnik &. 3/98)

PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

02.07.93 US 93/088033

(24) Oznameno udéleni ve Véstniku: 18. 03. 98

(11) Cislo dokumentu:

283 352

(13) Druh dokumentu: B6

(51) int. 1.8
AGlK 38/48

(73) Majitel patentu:
Immuno AG, Wien, AT;

(72) pavodce vynalezu:
Eibl Johann dr., Wien, AT;
Pichler Ludwig prof., Wien, AT:
Schwarz Hans-Peter doc., Wien, AT;

(74) zastupce:

Guttmann Michal JUDr. ing., Na kfivce 23,

Praha 10, 10100;

(54) Nazev vynalezu:
Pouziti lys-plasminogenu pro piipravu
farmaceutické kompozice

(57) Anotace:

Lys-plasminogen je moZno pouiit pro pfipravu
farmaceutické kompozice pro odetfeni reperfuzniho
poskozeni a pro zlepdeni mikrocirkulace. Uvedeni
farmaceutick4 kompozice je vhodna i pro oSetfenf
cerebrilni ischemie a transitornich ischemickych
atakd. Déle je takova farmaceutickd kompozice vhod-
na pro prevenci reperfuzniho po$kozeni u pacientd,
ptijimajicich transplantovanou tkin nebo organ, a
pro o$etfovani reperfuzniho poskozenf u darce tkané

nebo organu.



15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 283352 B6

Pouziti lys-plasminogenu pro pripravu farmaceutické kompozice
Oblast techniky
PfedloZeny vynalez se tyka pouZiti lys-plasminogenu pro pfipravu farmaceutické kompozice pro

prevenci a lé¢bu reperfuzniho poskozeni, vzniklého z ischemickych piihod.

Dosavadni stav techniky

Mrtvice zistava tieti nejobvyklejsi pfi¢inou Gmrti v industrializovaném svété, za ischemickou
srde¢ni chorobou a rakovinou. Mrtvice jsou odpovédné za asi 300 000 amrti ro¢né ve Spojenych
statech aasi za 11 000 Gmrti ro¢n€ v Rakousku. Mrtvice jsou také hlavni pfiCinou pfijmi do
nemocnic a dlouhodobych neschopnosti. V souladu s tim je socioekonomicky dopad mrtvice
a s ni spojené zatizeni spole¢nosti prakticky neméritelné.

"Mrtvice" je definovana Svétovou zdravotnickou organizaci jako rychle se vyvijejici klinicky
znak mistni nebo globalni poruchy cerebralni funkce se symptomy, trvajicimi alespofi 24 hodin.
Mrtvice jsou také zahrnuty v Gmrtich, ktera nejsou zjevné zpisobena jinak nez vaskularné.

Mrtvice jsou typicky zpisobeny blokaci nebo okluzi krevnich cév k mozku nebo v mozku, pfi
kompletni okluzi uzavieni cerebralni cirkulace plisobi zastaveni neurondlni elektrické aktivity
béhem sekund. V nékolika malo minutich po poskozeni energetického stavu aiontové
homeostasis se objevuji deplece vysokoenergetickych fosfatli, selhani membranové iontové
pumpy, odtok celularniho drasliku, ptitok chloridu sodného a vody a membranové depolarizace.
Jestlize okluze pfetrvava vice nez pét az deset minut, dochdzi k nevratnému poskozeni.
S netiplnou ischemii je obtiZzné hodnoceni a zavisi na zbytkové perfuzi a dostupnosti kysliku. Po
trombotické okluzi cerebralnich cév je ischemie vzacné dplna. Urdita zbytkova perfuze obvykle
pfechovava v ischemické ploSe, v zavislosti na kolaterdlnim krevnim toku a mistnim perfuznim
tlaku.

Cerebralni krevni tok miize kompenzovat poklesy v primémém arteridlnim krevnim tlaku od 90
do 60 mm Hg autoregulaci. Tento fenomen zahrnuje dilataci ve sméru toku zbylych cév. Pod
niz8i hladinou autoregulace (asi 60 mm Hg) je vasodilatace neadekvatni a cerebrélni krevni tok
klesa. Mozek ma v3ak perfuzni rezervy, které mohou kompenzovat pokles v cerebralnim
mozkovém poklesu. Tato rezerva existuje protoZe za normalnich podminek pouze asi 35 %
kysliku doru¢ovaného krvi je extrahovano. Proto zvySena extrakce kysliku muZe nastat za

piedpokladu, Ze existuje normoxia anormocapnea. Jestlize distalni krevni tlak klesa pod

pfiblizné 30 mm Hg jsou dva kompenzaéni mechanismy (autoregulace a perfuzni rezerva) jsou
neadekvatni pro zabranéni selhani doruceni kysliku.

Jak klesa tok pod ischemicky prah 23 ml/100 g/minuta, vyvijeji se symptomy tkafiové hypoxie.
Neékteré ischemie mohou byt letalni. Jestlize je ischemie zmirnéna, povede k "penumbie".
V neurologickém kontextu se penumbra tyka zony mozkové tkané s moderovanou ischemii
a paralyzuje neuronalni funkci, kterd je reverzibilni s restauraci adekvétni perfuze. Penumbra
vytvéki zénu kolaterdlné perfundované tkané, obklopujici jadro ischemie, ve kterém se vyvinul
infarkt. Jinymi slovy je penumbra tkafova plocha, kterd miZe byt chrinéna aje v podstaté
stavem mezi zivotem a smrti.

Jestlize je srazenina degradovana akrevni tok do penumbry je obnoven, miZe se objevit
fenomen znamy jako reperfuzni poskozeni. Casti po$kozené tkan& v penumbfe mohou byt
usmrceny nebo dale poskozeny obnovenym vstupem kysliku nebo jinych substanci do plochy
ovlivnéné ischemii. Z hlediska tohoto fenoménu je rozsah tkanového posSkozeni vzniklého
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z ischemie determinovan jak dobou vyzadovanou pro dosazeni otevieni okludovanych cév
a sériemi reakci, které jsou vysledkem reperfuze a obnovenim vstupu kysliku k ovlivnéni tkang.

I kdyZz se ischemicky pfipad mize objevit kdekoliv ve vaskularnim systému, jsou vidlice arteria
carotis a poatek vnitini arteria carotis nejcastéj$imi misty trombotickych okluzi cerebralnich
krevnich cév, které vedou k cerebralni ischemii. Symptomy snizeného krevniho toku zptisobené
stenézou nebo tromboézou jsou podobné symptomim vyvolanym chorobou cerebralni arterie.
Pratok oftalmickou arterii je Casto dostateéné ovlivnén pro projev amaurosis fugax nebo
transientni monokularni slepoty. Né&které sten6zy bilateralni interni arteria carotis mohou vést
k cerebralni hemisférické hypoperfuzi. Tato se projevuje akutni ipsilaterdlni bolesti hlavy
v akutni ischemické hemisféfe. Okluze nebo snizeni krevniho toku se vzniklou ischemii jedné
anterior cerebralni arterie distdlné k anterior komunikaéni arterii poskytuje motorické
a kortikalné senzorické symptomy v kolateralni noze a méné asto proximalni pazi. Jiné projevy
okluzi nebo podperfuzi anterior cerebralni arterie zahrnuji krokovou ataxii a souasné urinarni
inkontinenci zplsobenou poskozenim parasagitalniho frontalniho laloku. Poruchy feéi
projevujici se jako sniZzeni spontanni fe¢i muZe obecné byt v souvislosti s potlalenim
psychomotorické aktivity.

Nejvice ischemickych mrtvic zahrnuje ¢asti nebo celou oblast stfedni cerebralni arterie s embolii
srdce nebo extrakranialnich arterii carotis ve vétSiné pripadi. Embolie miZze okludovat hlavni
kmen stfedni cerebralni arterie, ale nejcastéji produkuje distalni okluzi bud’ superio, nebo
inferior vétvi. Okluze superior vétve pusobi slabost a ztratu citlivosti, které jsou nejveétsi ve tvafi
a pazi. Okluze posterion cerebralni arterie distalné k jejim penetrujicim vétvim pisobi kompletni
kontralateralni ztratu vidéni. Potize pifi Cteni (dyslexie) a pfi poditani (dyscalculie) mohou
nasledovat ischemii dominantni posterior cerebralni arterie. Proximalni okluze posterior
cerebrélni arterie plsobi ischemii vétvi penetrujicich do calamickych a limbickych struktur.
Klinické vysledky jsou hemisenzorické poruchy, které mohou chronicky piechazet na
intraktabilni bolest defektniho mista (thalamicka bolest).

Vyznamny pfipad cerebralni ischemie je znam jako transientni ischemicky atak ("TIA"). TIA je
definovan jako neurologicky deficit s trvanim mensim nez 24 hodin. TIA je dulezitym signdlem
vyvoje ischemie, ktera miiZze vést k cerebralnimu infarktu. V soucasnosti neexistuje Zadna ideélni
lécba TIA anejsou ani obecné piijatd pravidla, které 1é¢ebné nebo chirurgické procedury by
mély byt provedeny za uéelem snizeni vyskytu mrtvice u subjekt s TIA.

Etiologie TIA zahrnuje hemodynamické pfipady a tromboembolicky mechanismus. Protoze TIA
mizi béhem jedné hodiny, je deficit, ktery je vétSinou delsi casto klasifikovan jako presumptivni
mrtvice a je v souladu s tim, spojen s trvalym poskozenim mozku. Proto se pouziva poéitacova
tomografie mozku pro vyzkum cerebralniho infarktu v plochach ovlivnénych TIA, trvajicimi déle
nez nékolik hodin. Souhrnné relevantnim klinickym rozdilem mezi TIA a mrtvici je, Ze ischemie
zpusobila poSkozeni mozku, které je typicky klasifikovano jako infarktova nebo ischemicka
nekréza. Subjekty se zhorSenymi klinickymi znaky by mohly mit vyvijejici se mrtvici nebo jsou
klasifikovany jako majici progresivni mrtvici. V tomto klinickém t¥idéni je propagace srazeniny
moznym dulezitym faktorem v progresi choroby.

Existuje obrovské mnozstvi chorob zpusobenych nebo spojenych s ischemii. Verterobasilarni
ischemie je vysledkem okluze vertebralni arterie. Okluze vertebrélni arterie a interference
s tokem ipsilateralni posterior inferior cerebralni arterii plsobi lateralni meduldrni syndrom,
ktery ma symptomologii zahrnujici vertigo, nauseu, davici nystagmus, ipsilateralni ataxii
a ipsilateralni Herneriiv syndrom. Verterobasilarni ischemie Casto produkuje multifokélni léze
rozptylené na obou stranach mozkového kmene podél znaéné délky. Nevezme-li se v Gvahu
cerebralni infarkt a laterdlni medularni syndrom, jsou klinické syndromy diskrétnich lézi tak
ziidka zfejmé v Cisté formé. Vertebrobasilarni ischemie se projevuje riznymi kombinacemi
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symptomu jako jsou zavraté, obvykle vertigo, diplopia, facialni slabost, ataxia a znakd dlouhych
nervu.

Okluze basilarni arterie produkuje masivni deficity. Jeden ztéchto deficiti je znam jako
"uzavfeny ve stavu" (locked in state). Za t&chto podminek paralyza limba a vétSiny bulbarnich
svall umoziuje subjektu pouze aby byl schopen komunikovat pohybem oéi nebo oénich vigek
podle kodu. Okluze basilarniho apexu nebo horni ¢asti basilaru je obvykle zpiisobena embolii,
ktera uzavira spojeni mezi basilarni arterii a dvéma posterior cerebralnimi arteriemi. Stav po¢ina
snizenim probuzeni nasledovanym slepotou a amnesii zptisobenou piferuSenim toku do posterior
cerebralnich arterii jako iabnormalitami vertikdlniho pohledu a pupilarni reaktivity diky
tegmentalnimu poskozeni.

Venozni okluze muze pisobit masivni poSkozeni a smrt. Tato choroba je méné€ obvykla nez
arteridlni cerebralni vaskuldrmni choroba. Jako u ischemické mrtvice zplsobené arterialni
chorobou, je primarnim mechanismem mozkového poskozeni sniZeni kapilarniho krevniho toku,
v tomto ptipadé zpiisobeného zvySenou rezistenci odtoku z blokovanych vén. Zpétna transmise
vysokého tlaku do kapilarniho loZze obvykle vede kpocatku botnani mozku edémem
a hemorhagickému infarktu v subkortikdlni bilé hmoté. Nejvétsiho poskozeni zpisobeného
venozni chorobou se dosahne je-li okludovan superior sagitdlni sinus. Venozni okluze se
projevuje ve spojeni s koagulaénimi poruchami, €asto v purpuralni periodé nebo u subjekti
s rozesetymi rakovinami nebo nakaZlivymi chorobami. Jestlize neni zapocCato s antikoaguladni
terapii, ma okluze superior sagitalniho sinu mortalitu 25 az 40 %.

Kratka difuze cerebralni ischemie miZe plisobit synkopu bez jakékoliv permanentni nasledné
choroby. Prolongovana difuze ischemie v jinych orgdnech ma devastujici nasledky.
Nejbéznéjsim piipadem je srdeéni asystola nebo jind kardiopulmonarni selhéni, v€etné infarktu.
Disekce aorty a globélni hypoxie nebo otrava oxidem uhelnatym mohou plisobit podobné obrazy.
Difuze hypoxie/ischemie typicky zabiji neurony v hippocampu, cerebelarni Purkyiiovy buiiky,
striatum nebo kortikalni vrstvy. Klinicky takova difuze hypoxie/ischemie vede k bezvédomi a ke
komatu, nasledovanym v mnoha ptipadech chronickym vegetativnim stavem. Jestlize se subjekt
z bezvédomi neprobere béhem nékolika malo dni, je prognoza navratu nezavislych mozkovych
funkci velmi Spatna.

Hyperviskozitni syndrom je dal3i chorobou spojenou s pritokem krve a ischemii. Cerebralni
krevni tok je v pfevraceném vztahu k viskozité krve. Tato je pfimo imérna poctu cirkulujicich
Cervenych a bilych bunék, agregadnim stavu, podtu desti¢ek a koncentraci plasmového proteinu.
Krevni tok je nepfimo umérny deformabilité erythrocyti a krevni rychlosti (stfihova rychlost).
Subjekty s hyperviskoznim syndromem mohou byt prezentovany bud’ fokalni neurologickou
dysfunkci, nebo difuznimi nebo multifokalnimi znaky nebo symptomy, zahrnujicimi bolest
hlavy, vizualni poruchy, kognitivni zhorSeni nebo zachvaty.

Ve tvorbé alyzi sraZenin je zahrnuto mnoho substanci. Plasminogen, znamy také jako glu-
plasminogen, a plasmin jsou dvé primarni substance zahrnut€ v lyzi.

Plasminogen je protein slozeny ze 791 aminokyselin, ktery cirkuluje v lidské plasmé
v koncentraci asi 200 pg/ml. Plasminogen je zymogenova forma fibrinolytického enzymu,
plasminu, ktery ma 3irokou substratovou specifitu a je bezprostfedné odpovédny za degradaci
krevnich sraZenin. Z nejvétsi &asti je proteolyza fibrinu zprostfedkovana generaci plasminu ve
fibrinové srazeniné z plasminogenu, zachyceného ve srazeniné. Fredenburgh a Nesheim, J. Biol.
Chem. 267: 26150-56 (1992).

Plasminogen ma pét okrajovych domén ve svém regionu aminotermindlniho t&Zkého fetézce,
které vykazuji lysin vazajici mista pro rozpoznavani lysinovych zbytkd ve fibrinu. Konverze
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plasminogen-plasmin, jak ve sraZeniné tak na jejim povrchu, je usnadnéna afinitou tkanového
plasminogenového aktivatoru ("t-PA") pro fibrin, ktera vede k fibrin dependentni t-PA-
indukované plasminogenové aktivaci. Fredenburgh, loc. cit.

Je-li iniciovana, vede fibrinolyza k nékolika pozitivnim zpétné pisobicim reakcim. Naptiklad
plasminem katalyzované S$tépeni fibrinu generuje karboxy-terminalni lysinové zbytky, které
naopak poskytuji dal$i vazebnd mista jak pro t-PA aplasminogen. Tak také usnadiiuje
plasminem katalyzovanou konverzi glu-plasminogenu na lys-plasmino gen specifickym
Stépenim, které je pfedaktivainim stupném. Shih a Hajjar, P.S.E.B.M. 202: 258-64 (1993).
V literatuie vyraz "lys-plasminogen” se vztahuje k formam plasminogenu, kde je N-terminalni
aminokyselinou lysin, valin nebo methionin. Nieuwenhuizen a kol., Eur. J. Biochem. 174: 163-
69 (1988). Konverzni aktivita pisobi pozitivni zp€tn€ pusobici reakei, protoze lys-plasminogen
vyrazné lep3i substrat nez glu-plasminogen jak pro t-PA tak urokinasu, ktera muze byt vyvolana
zvysenou afititou lys-plasminogenu k fibrinu. Pomér Kcat/Km pro t-PA katalyzovanou aktivaci
lys-plasminogenu prevySuje tentyz pomeér pro glu-plasminogen asi desetkrat. Fredenburgh, loc.
cit.

Fibrinolyza byla jiz dfive shledana jako urychlovana ptidavkem lys-plasminogenu in vivo
a in vitro. Déle pfi porovnéani pouZiti exogenniho lys-plasminogenu s pouzitim exogenniho glu-
plasminogenu ve stejnych experimentech, produkuje 0,08 pmol lys-plasminogenu stejny stupeit
zvySené fibrinolyzy jako 0,67 pmol glu-plasminogenu. Tak ikdyz obé formy plasminogenu
zkracuji dobu fibrinolyzy, lys-plasminogen je asi osmkrat vice potentni z tohoto hlediska nez
glu-plasminogen. Viz Fredenburgh, supra.

Piedeslé studie lys-plasminogenu neudavaji pouZziti tohoto proteinu pti 1é¢bé reperfuzniho

poskozeni. Obvyklym oSetfenim reperfuzniho poskozeni je flunarizin, ktery je pouze Ginny
tehdy, je-li podavan profylakticky.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je pouziti lys-plasminogenu pro pripravu farmaceutické kompozice pro
oSetieni reperfuzniho poskozeni a pro zlepseni mikrocirkulace.

Zejména je predmétem vynalezu pouziti uvedené latky pro piipravu farmaceutické kompozice
pro oSetfeni ischemie a doprovodného reperfuzniho poSkozeni, reperfuzniho poskozeni po
ischemické pfihodé, poskozeni tkané po reperfuzi a poSkozeni mozku po reperfuzi, zvlasté je-li
reperfuzni poskozeni disledkem mrtvice, infarktu nebo chirurgického zakroku.

Uvedena farmaceuticka kompozice je vhodna i pro oSetfeni cerebralni ischemie a transitornich
ischemickych ataku.

Déle je takova farmaceutickd kompozice vhodna pro prevenci reperfuzniho poskozeni u pacien-
ti, pfijimajicich transplantovanou tkain nebo organ, a pro oSetfovani reperfuzniho poSkozeni
u dérce tkané nebo organu.

Uvedené farmaceuticka kompozice obsahuje zejména 10 az 1000 CU lys-plasminogenu na kg
subjektu, zvlast¢ 100 az 600 CU lys-plasminogenu na kg subjektu, napfiklad 500 CU lys-
plasminogenu na kg subjektu.

PredloZeny vynalez umoziiuje 1é¢bu ischemické piihody, v&etné cerebralni ischemie
a reperfuzniho poskozeni spojeného s ischemickou pfihodou. Dale poskytuje predloZzeny vynalez
l1é¢bu ischemické piihody zpisobem, ktery vyluCuje nebo minimalizuje nezidouci uinky
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spojené s konvenénimi léZbami, jako je reperfuzni poskozeni. Vyraz "oSetfovani" ve svych
mnoha gramatickych formach oznatuje prevenci, zmirnéni, minimalizaci nebo 1écbu chorob
nebo jinych nezadoucich stavi.

Bylo objeveno, Ze plasmin a plasmin tvotici proteiny, kategorie, kterd zahrnuje lys-plasminogen,
pre-aktivovany zymogen plasminu, mohou byt pouZity v souladu s pfedloZenym vynalezem pro
zeslabeni nebo vyloudeni reperfuzniho podkozeni nasledujiciho po ischemické pfihodé. Tohoto
zlepsujiciho Gi¢inku lze dosahnout i tehdy, kdyZ jiz reperfuze zapoCala.

Lys-plasminogen samotny miZe byt pouZit jako lé¢ba. VSechny formy plasminogenu jsou
povaZovany za vhodné pro pouziti podle vynalezu pokud si udrzuji schopnost pisobit zlepSeni
popsana dtive. Pro pouziti podle vynalezu jsou také vhodné fragmenty lys-plasminogenu
a varianty lys-plasminogenu, jako jsou analoga, derivaty, muteiny anapodobeniny pfirozené
molekuly, které se udrzuji schopnost pisobit vyse popsana zlep3eni.

Fragmenty lys-plasminogenu oznaduji &asti aminokyselinové sekvence lys-plasminogenového
polypeptidu. Tyto fragmenty mohou byt generovany piimo z lys-plasminogenu samotného
chemickym $té¢penim, travenim proteolytickymi enzymy nebo jejich kombinacemi. Dale mohou
byt takové fragmenty vytvofena rekombinantnimi technikami za pouZziti genom nebo cDNA
klonujicich metod. Dale existuji metody syntézy polypeptidii pfimo z aminokyselinovych zbytku.
Varianty lys-plasminogenu mohou byt produkovany témito a jinymi metodami. Mohou byt
pouzity techniky mistné specifické a region-fizené mutagenese. Viz CURRENT PROTOCOLS
IN MOLECULAR BIOLOGY, vol. 1, kap. 8 (Ausubel a spol., vyd., J. Wiley and Sons 1989 and
Supp. 190-93); PROTEIN ENGINEERING (Oxender and Fox eds., A. Liss, Inc. 1987). Dile
mohou byt pro mutagenesi pouzity techniky linker-scanningu a PCR. Viz PCR TECHNOLOGY
(Erlich ed., Stockton Press 1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY,
vol. 1 a 2, supra. Nepeptidové slouceniny, které napodobuji vazbu a funkci peptidu ("mimetika")
mohou byt produkovany postupem podle prace Saragovi a spol., Science 253: 792-95 (1991).
Sekvencovani proteinu, struktura a modelovani pfiblizeni pro pouzZiti jakoukoliv zvy3e
popsanych technik jsou popisovany v PROTEIN ENGINEERING, loc.cit. a CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, vol. 1 a 2, supra.

Jakmile je ziskan poZadovany fragment nebo varianta lys-plasminogenu, mohou byt zde popsané
techniky pouzity pro stanoveni, ktery fragment nebo varianta je (¢inny pro vySe uvedené terapie,
jako je lé¢ba reperfuzniho poskozeni aje-li tomu tak, pro stanoveni vhodného davkového
rozsahu. Model krysi mrtvice popsany v dale uvedenych ptikladech je jednoduchy a predstavuje
levnou cestu pro provedeni téchto testd in vivo.

Ptedlozeny vynalez se také tyka pouziti progenitorl lys-plasminogenu, to jest, prekurzori lys-
plasminogenu jakoZ i substanci, které pisobi na lys-plasminogenovy prekurzor pro generovéani
lys-plasminogenu. Ilustrativnim lys-plasminogenovym progenitorem je glu-plasminogen, ktery se
Stépi vhodnou protedsou pro generovani lys-plasminogenu. Substanci pisobici takové
proteolytické tépeni je plasmin, jehoZ pouZiti spadd do rozsahu tohoto vynilezu jak bylo
uvedeno dfive. Takovy krysi model mrtvice je také vhodny pro hodnoceni u€innosti lys-
plasminogenovych progenitor.

Lys-plasminogen miZe byt ziskdn proteolytickym 3tépenim glu-plasminogenu pro odstranéni
aminokyselinovych sekvenci z glu-plasminogenu. Zptsoby produkce lys-plasminogenu jsou
popsany podrobné&ji v evropské piihlasce 0353 218. Viz také Neuwenhuizen, supra.

Piiklad uvedeny dale demonstruje dosud neznamy uginek lys-plasminogenu, ktery implikuje jeho
Géinnost a G&innost lys-plasminogenovych variant a progenitori jakoZz i plasminu a plasmin
tvoficich proteinti, pfi 16¢bé reperfuzniho poskozeni. Dosud bylo o lys-plasminogenu pouze
znamo, e pusobi pii fibrinolyze. Je neogekavané, Ze plasmin nebo plasmin tvofici protein, jako
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Jje lys-plasminogen, by mély umoziiovat piekonani bariéry krev-mozek, coz bylo ptedpokladano
Jjako nezbytné pro plisobeni na misté cerebralni ischemické ptihody.

Existuje i jiné pouZiti lys-plasminogenu. Lys-plasminogen je napomocny pii 1é¢b& subjekt po
srdeni zastavé. Podéni lys-plasminogenu miiZze chranit pfed ischemickym poskozenim neuralni
buiiky. Lys-plasminogen miZe také byt pouZit pfi 1é€eni celkové télesné ischemie (30k), ischemie
stfev a dolnich koncetin a pro ochranu organi pro transplantaci prevenci ischemie.

Zpisoby podani zahrnuji ty, které se pouzivaji pro lé&bu srazenin lyzi atypicky to jsou
intraven6zni zplsoby. Davka lys-plasminogenu pouzivana podle vynélezu by méla byt zaloZena
na hmotnosti subjektu a podani v davce asi 10 az 1000 kaseinolytickych jednotek ("CU")/kg.
Vyhodné by davka méla byt asi 100 az 600 CU/kg a vyhodnéji by ddvka méla byt asi 500 CU/kg.
Lys-plasminogen miize byt podavan béhem krevni reperfuze, ktera by se mohla objevit kdyZz je
lys-plasminogen podavan spolu s konvenénimi lécbami sraZenin lyzi jako je t-pa. Navic
zlepsujiciho ucinku lys-plasminogenu muZe byt jesté¢ dosazeno, jestlize se podava poté, kdy
zacala reperfuze. Vyhodné by lys-plasminogen mél byt podavan pfed nebo béhem asi 30 minut
po zapoCeti reperfuze. Lys-plasminogenové varianty a progenitory by mély byt podavany
v davkach, které plisobi stejny u€inek jako vyse uvedené davkové rozsahy.

Lécba v souladu s predlozenym vynalezem miZe byt uskuteCnéna vyhodné podanim vyse
popsanych substanci ve formé injikovatelnych ptipravki. Typicky ptipravek pro takovy ugel
zahmuje farmaceuticky pfijatelny nosi¢. Pfikladem kompozice v tomto kontextu je vehikulum
lys-plasminogenového pufru (9g/l NaCl, 1g/l Nascitratu2H,O, 3 g/l L-lysinu, 6 g/l
NaH,P04.2H,;0 a 40,000 KIU/] aprotoninu). Farmaceuticky pfijatelné nosi¢e v tomto kontextu
zahrnuji jiné vodné roztoky, netoxické pfisady, zahrnujici soli, ochranné latky, pufry a podobné,
jak jsou popsany v REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 15. vyd., Easton: Mack
Publishing Co., str. 1405-1412 a 1461-1487 (1975) a v THE NATIONAL FORMULARY XIV.,
14. vyd., Washington: American Pharmaceutical Association (1975), jejichz obsahy jsou zde
zahrnuty jako reference. Piiklady nevodnych rozpoustédel jsou propylenglykol, polyethylen-
glykol, rostlinny olej a injikovatelné organické estery jako je ethyloleat. Vodné nosice zahrnuji
vodu, alkoholické/vodné roztoky, salinické roztoky, parenteralni vehikula jako je chlorid sodny.
Ringerova dextroza atd. Intravenozni vehikula zahrnuji kapalné a zivné dopliiky. Ochranné latky
zahruji antimikrobialni, antioxidac¢ni, chelataéni &inidla ainertni plyny, pH a pfesna
koncentrace riiznych slozek ve vazebné kompozici jsou upraveny zpisobem rutinnim pro
odborniky v oboru. Viz GOODMAN AND GILMAN'S THE PHARMACOLOGICAL BASIS
FOR THERAPEUTICS (7. vyd.).

Piehled obrazkii na vykresech

Obr. 1 pfedstavuje systém hodnoceni pouzity pfi neurologickych defektech.

Obr.2 je souhrnem experimentalnich udaji za pouziti krysiho modelu pro hodnoceni
terapeutického piinosu lys-plasminogenu ve srovnani s kontrolou.

Obr.3 je grafickym znazornénim hodnot zfizeného experimentu hodnoceni u€inku lys-
plasminogenu na obsah mozkové vlhkosti (edém) u krys s indukovanou ischemii. "A" je
krysa s chirurgicky indukovanou ischemii, ktera dostavala 500 j/kg lys-plasminogenu i.v.
s krevni reperfuzi; "B" je krysa s chirurgicky indukovanou ischemii, kterd dostavala
1,0 ml/kg isotonického salinického roztoku i.v. s krevni reperfuzi, a "C" jsou krysy po
simulované operaci, dostavajici 1,0 ml/kg isotonického salinického roztoku i.v. (A AB:
p <0,001,ABC: p<0,01, A AC: p<0,05).
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Obr. 4 je grafickym znazornénim hodnot zexperimentu hodnoceni vlivu pufru na obsah
mozkové vlhkosti (edém) u krys s indukovanou ischemii, ktery slouzi jako dal3i kontrola
experimentu na obr. 3. "A" je krysa s chirurgicky indukovanou ischemii, dostavajici
1,0 ml/kg pufru i.v. s krevni reperfuzi (n = 7); "B" je krysa s chirurgicky indukovanou
ischemii, dostavajici 1,0 ml/kg isotonického salinického roztoku i.v. s krevni reperfuzi
(n=7) a"C" je krysa po simulované operaci, dostavajici 1,0 ml’kg isotonického
salinického roztoku i.v. (n = 8). (A ABn.s.,, ABC: p<0,01, A AC: p <0,01).

Obr.5 je grafickym znazornénim hodnot zfizeného experimentu hodnoceni vlivu lys-
plasminogenu na neurologicky deficit krys s indukovanou ischemii. Celkové hodnoceni
je zaloZeno na individualnich hodnocenich stavu védomi, drZeni téla, svalového tonu
a performance (primér 3 dnili na zvife). Maximalni skore je 54 (n = 10 na skupinu). "A"
je krysa s chirurgicky indukovanou ischemii, dostavajici 500 j/kg lys-plasminogenu i.v.
s krevni reperfuzi, "B" je krysa s chirurgicky indukovanou ischemii, dostavajici
1,0 ml/kg isotonického salinického roztoku i.v. skrevni reperfuzi a "C" je krysa se
simulovanou operaci, dostavajici 1,0 ml/kg isotonického salinického roztoku i.v. (A AB:
p <0,001, ABC: p<0,001, A AC: p=0,05).

Obr. 6 je grafickym znazornénim hodnot z experimentu hodnoceni vlivu pufru na neurologicky
deficit krys sindukovanou ischemii, ktery slouzi jako dalSi kontrola experimentu
z obr. 5. Celkové skore je zaloZeno na individudlnich hodnocenich stavu védomi, drZeni
téla, svalového tonu a performance (primér 3 dnG na zvife). Maximalni skore je
54 (n=06 na skupinu). "A" je krysa s chirurgicky indukovanou ischemii, dostavajici
1,0 ml/kg pufru i.v. s krevni reperfuzi, "B" je krysa s chirurgicky indukovanou ischemii,
dostavajici 1,0 ml/kg isotonického salinického roztoku i.v. s krevni reperfuzi a "C" je
krysa po stimulované chirurgické operaci, dostavajici 1,0 ml/kg isotonického salinického
roztoku i.v. (A AB: n.s., ABC: p<0,01, A AC: p <0,01).

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Vliv lys-plasminogenu na nésledné choroby cerebralni ischemie u krys

V této experimentalni sérii byly hodnoceny vlivy lys-plasminogenu na nasledné choroby
pokusné indukované ischemie u krys. Pro hodnoceni neurologickych nasledkd ischemie byly
pouZity dva zplisoby. Ischemie u krys byla indukovana jak je popsano dale. '

Nejprve se samci krys Sprague-Dawley (hmotnost 300 - 400 g) anestetizuji 350 mg/kg chloral-
hydratu i.p. a do jugularni vény se zasune katetr. P&t mililitri krve se odebere jugularnim katrem
(100 m.j. heparinu ve stfikagce) za Géelem snizeni primémého arterialniho krevniho tlaku na
50 mm Hg. Zpfistupni se preparované arterie carotis a uzaviou se souCasné s odbérem krve.
Svorky se odstrani po 30 minutach a odebrana krev je znovu infundovana (reperfuze). Na rany se
aplikuje fibrinové utésiiovadlo (Tisseel®). Zvitata se udrzuji pod anestézi celkem 24 hodin
(23,5h po reperfuzi). Po navraceni kbdélému stavu prochdzi kazdé ze zvifat jednim
z nasledujicich postupi:
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Hodnoceni edému mozku:

Zvitata se udrzuji pfi konstantni t€lesné teploté¢ po celkem 24 hodiny, usmrti se etherem
a vyjmou se mozky. Hodnoceni edému mozku bylo provedeno za pouZiti modifikaci metod
publikovanych pro jiné druhy. Oh a Betz, Stroke 22: 915-21 (1991).

Obsah vlhkosti, ktery je vynikajicim parametrem pro hodnoceni edému mozku, indukovaného
ischemii/reperfuzi, se stanovi nasledovné: Zvazi se ob& hemisféry, susi se 17 hodin pfi 200 °C

aznovu se zvazi. Obsah vlhkosti se vypocte v procentech celkové hmotnosti vlhkosti podle
nasledujiciho vzorce:

vlhka hmotnost - sucha hmotnost
x 100

vihka hmotnost

Hodnoceni neurologickych deficitti:

U zvitat se hodnoti neurologické deficity prvni, druhy a tfeti pooperacni den. Wauquier a spol.,
Neuropharmacology 28: 837-46 (1989). Byly hodnoceny stav bd€losti, drZeni téla, svalovy tonus,
pokus s vysutym Zebtikem o sklonu 45° a pokus s vertikalné se otaCejicim, rotatnim diskem, na
zéklad& systému hodnoceni uvedeného na obr. 1. Spoéte se kumulativni skére pro tii dny
(maximalni skore = 54).

Lys-plasminogen (IMMUNO AG) byl podavan intraven6zné pomoci Katetru bud’ do jugulamni,
nebo ocasni vény. Tato podani byla uskutednéna ve zvy3enych koncentracich v riznych ¢asech.
Ischemicka zvifata oSetfena isotonickym salinickym roztokem slouZi jako pozitivni kontroly,
zatimco zvifata podrobena simulované operaci a oSetfovana isotonickym salinickym roztokem
slouZzi jako negativni kontroly.

Vyse popsany lys-plasminogenovy pufr byl testovan za pouziti kazdého zt&€chto postupi
v separatnich experimentech. Souet davky, rezim podani, experimentdlni postupy a vysledky
jsou uvedeny na obr. 2.

Vysledky pro 500 CU/kg lys-plasminogenu (a pufru, pouzitého jako kontrola) jsou uvedeny na
obr. 3 a4 pro edém a obr. 5 a 6 pro neurologické deficity. Vyznamné hodnoty jsou zaloZeny na

t-testech pro edém a Kruskal-Wallisové testu, zahrnujicim "chi-square” distribuci neurologic-
kych deficita.

Davka 500 CU/kg lys-plasminogenu ukazuje vyznamny ochranny u¢inek na nasledky experi-
mentalné indukované cerebralni ischemie u krys. ReZim podani nehraje podstatnou ulohu. Je
tieba uvést, ze lys-plasminogen jesté poskytuje ochranny ucinek i kdyZ byl podan 30 minut po
pocatku reperfuze. Toto je v rozporu s vysledky ziskanymi pro standardni terapeutické méfeni
flunarizinu, ktery je kalciovym antagonistou pouzivanym v klinické praxi. Flunarizin
(0,63 mg/kg podany intravenézng&) byl G&inny, jestlize byl podan v reperfundované krvi, ale
nemél Zadny ucinek, byl-li podan 30 minut po reperfuzi (idaje neuvedeny).

Lys-plasminogen (500 CU/kg) byl schopen reverze G¢inki cerebrélni ischemie podle hodnoceni
mozkového edému a neurologickych deficiti na krysim modelu experimentalni ischemie. Pufr
pouzity v lys-plasminogenovém piipravku nemél Zidny ucinek. Na rozdil od standardniho
terapeutického méfeni (flunarizin), byl lys-plasminogen G¢inny ikdyz byl poddn 30 minut po
reperfuzi.
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Ptiklad 2
Vliv lys-plasminogenu na chirurgické postupy

Chirurgické postupy typicky zahrnuji pteruseni krevniho toku k urlitym organiim nebo tkanim,
které je obvykle zplisobeno svorkovanim. Takové pierueni krevniho toku k organu nebo tkani
pisobi vyvoj ischemického stavu v organu nebo tkani, ktery nasledné vede k reperfuznimu
poskozeni, jakmile je obnoven krevni tok. Tento ischemicky stav anésledné reperfuzni
poskozeni je zvlasté problematické v chirurgickych procedurich, které zahrnuji transplantaci
organd nebo tkani pfijemci.

Transplantace zahrnuji prodlouZenou dobu svorkovani organu nebo tkéng, které maji byt
transplantovany, zejména kdyZ se pouzivaji organy nebo tkané allogennich nebo xenogennich
darci. Toto svorkovani vyvolava pferuseni krevniho toku organem nebo tkani, které je
nasledovano odstranénim organu nebo tkané z darce. Svorkovani a odstranéni vyvolava ischemii
v transplantovaném organu nebo tkani. Obnoveni krevniho toku do transplantovaného organu
nebo tkané béhem dokondeni postupu bude vyvolavat reperfuzni poSkozeni, objevujici se
vorganu nebo tkani jakoz iokolnich organech atkanich pfijemce. V situaci podobné
transplantacim ledvin, kdy darce &asto je a zistava naZivu, by t&lesna plocha dérce, obklopujici
odstranénou ledvinu, méla byt také chranéna proti ischemii a reperfuznimu poSkozeni.

V souladu s predlozenym vynalezem, ischemické podminky a nésledné reperfuzni po3kozeni
zplisobené chirurgickymi procedurami miize byt 1é¢eno nebo mu byt zabranéno pomoci proteind,
majicich (ginek lys-plasminogenu nebo progenitord lys-plasminogenu. Takové proteiny mohou
mit i kladny vliv na transplantované organy darce nebo na takové tkané, jakoz i na okolni organy
a tkang darce a piijemce. Podani proteindi, majicich u€inek lys-plasminogenu nebo progenitori
lys-plasminogenu umoZiuje organim a tkanim tolerovat prodlouZené periody ischemie jakoz
i fyziologicky stres zplsobeny reperfuzi.

Poskozeni organu nebo tkané miZe byt snizeno nebo mu miZe byt zabranéno spole¢nym
podanim proteind, majicich uéinek lys-plasminogenu nebo progenitori lys-plasminogenu pred
zapoletim chirurgického vykonu. V pfipadé transplantaci mohou byt proteiny podle
piedloZzeného vynalezu podavany darci pfed odebranim organu nebo tkané. Darce miize byt
oSetfovan systémové nebo lokalng do arterie zasobujici organ nebo tkan pred odebranim organu
nebo tkané. Podobné miize byt piijemce orgdnu nebo tkané oSetfovan pred transplantaci za
icelem ochrany organii a tkané, obklopujici transplantaéni plochu jakoZ i organu nebo tkané,
kterA ma byt umisténa do pfijemce. Proteiny, majici u¢inek lys-plasminogenu nebo progenitorli
lys-plasminogenu mohou také byt podavany béhem reperfuze nebo po ni.

Vyhodné se lys-plasminogen podava pro oSetfeni reperfuzniho poskozeni. Utinna davka lys-
plasminogenu pro systémové podani by méla byt v rozmezi od 10 do 1000 CU/kg. Vyhodné by
davka méla byt asi 100 az 600 CU/kg a vyhodnéji by davka méla byt asi 500 CU/kg. Pfi pouZiti
lokalniho podani by ddvka méla byt vypodtena ptiblizenim se k systémovym diavkdm popsanym
vyse v osetfované plose.

Je tfeba uvést, Zze popis, obrazky a specifické pfiklady, které popisuji vyhodna provedeni
vynélezu jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a nejsou minény jako omezujici. RGzné zmény
a modifikace v duchu a rozsahu vynélezu budou zfejmé odbornikim v oboru ze zde uvedené
diskuze a popisu.



15

20

25

30

35

40

CZ 283352 B6

PATENTOVE NAROKY
1. Pouziti lys-plasminogenu pro pfipravu farmaceutické kompozice pro oSetieni reperfuzniho

poskozeni a pro zlepseni mikrocirkulace.

2. Pouziti podle naroku 1 pro oSetfeni ischemie a doprovodného reperfuzniho poSkozeni,
reperfuzniho poskozeni po ischemické ptihod€, poskozeni tkan€ po reperfuzi a poSkozeni mozku
po reperfuzi.

3. Pouziti podle naroku 1, kde reperfuzni poskozeni je diisledkem mrtvice.
4. Pouziti podle naroku 1, kde reperfuzni poskozeni je dusledkem infarktu.
5. Pouziti podle naroku 1, kde reperfuzni poskozeni je disledkem chirurgického zakroku.

6. Pouziti podle naroku 1, kde uvedena farmaceutickd kompozice je pro o3etfeni cerebralni
ischemie.

7. Pouziti podle naroku 1, kde uvedena farmaceutickd kompozice je pro oSetfeni transitornich
ischemickych ataka.

8. Pouziti podle naroku 1, kde uvedena farmaceuticka kompozice je pro prevenci reperfuzniho
poskozeni u pacienti, pfijimajicich transplantovanou tkai nebo organ.

9. Pouziti podle naroku 1 pro vyrobu farmaceutické kompozice pro o3etfovani reperfuzniho
poskozeni u darce tkané nebo organu.

10. Pouziti podle naroku 1, kde uvedena farmaceuticka kompozice obsahuje 10 az 1000 CU lys-
plasminogenu na kg subjektu.

11. Pouziti podle naroku 10, kde uvedena farmaceutickd kompozice obsahuje 100 az 600 CU
lys-plasminogenu na kg subjektu.

12. Pouziti podle naroku 11, kde uvedend farmaceutickd kompozice obsahuje 500 CU lys-
plasminogenu na kg subjektu.

7 vykresi

-10 -
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Obr. 1

Bodovaci systém pro hodnoceni neurologickych deficitd

Popis skdre
stav bd&losti noradln{ 0
zbytkovy 1
apaticky 2
omdémeny 3
zéchvat 4
drZeni t&la normdlni 0
napjaté tlapky 1
otddeni 2
hypomotilita 3
neschopné stét 4
vysunuty Zebr{ik 3plhénf aZ
(45°): visen{ po 9 s Q
a natahovéni zadnich
noh 1
visenf po 5 & 2
visenf 5 s 3
24dny uchopovacit
reflex 4
vertikdlnf, rotaldni odoldvé rotaci o 180°
disk: po 58
odolévé rotaci o 180°
po 5 s 1
udrz{ se jer do 90° 2
neudrZi se 3
svalovy tonus normélni 0
slaby 1
skdre celkem: 16
surt(s vyjimkou zpdgobenou operaci) 18
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